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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verf ahren zur Kristallisatioii von Proteinen insbesondere zur Induktion und Fruher- 
kennung von Kristallkeimen in ProteinI6sungen. 

Mit Hilfe des "genetic engineering* sind Biochemiker und Molekularbiologen beute in der Lage, viele neue 
Proteine verfugbar zu machen. Diese konnen zur Katalyse chemischer Reaktionen in verschiedenen Zweigen 
der pharmazeutiscben und Nahrungsgfiter-Industrie erfolgreich eingesetzt werden. Zur Analyse der Makromo- 
lekule wird mit groBem Erfolg die Rontgenkristallographie eingesetzt Diese Methode ist eine der am besten 
geeignesten, urn die areidimensionale Struktur von Makromolekulen auf atomarer Ebenen zu losen. Mit dieser 
Tecbnik konnen aber auch makromolekulare Wechselwirkungen wie Enzym-Substratbindungen oder Antigen- 
Antikorperkomplexe "sichtbar" gemacht werden. Die enonnen Fortschritte auf dem Gebiet der Hard- und 
Software-En twicklung der Rontgenkristallographie haben dazu gefuhrt, daB die Ergebnisse gegenwartig in 
wesentlich kurzerer Zeit gewonnen werden konnen als noch vor ein oder zwei Jahrzehnten. Trotz groBer 
Anstrengungen konnten jedocb in letzter Zeh nicht im gleichen MaBe genugend geeignete Kristalle fur die hoch 
aufl6sende KristaUographie bereitgestellt werden, so daB durch diesen Umstand die Geschwindigkeit des 
technischen Fortschritts bestimmt wird. 

Die Kristallisation biologischer Makromolekule, ihr gezielter Obergang von der geldsten in die Vohlgeordne- 
te" feste Phase, wird wesentlich durch das Losiichkeitsverhalten bestimmt, das wiederum durch verschiedene 
Parameter wie lonenstarke, Ionenart, Temperatur oder bestimmte Zusatze beeinfluBt wird, bestimmt Zu dieser 
Problematik gibt es eine Vielzahl von Untersuchungen, die in Reviews (T. 1* Blundell, L* N. Johnson, Protein 
Crystallography, Acad- Press New York 1976; G. Feher, Z. Kam, Meth. Enzymology, 114 (1985); A McPherson, 
Eur.J.Biochem. 189, 1 — 23,(1990))dokumentiert sind. . . 

Obwohl auch die fundamentalen Vorgange, die zur Keimbildung als Voraussetzung fur die Kristallisation 
bekannt sind und diese wiederholt im Detail beschrieben wurden, gibt es kein allgemein anwendbares Rezept, 
mit dem man gezielt Proteinkristalle erhalten kann. So wird noch heute nach empirischen Verfahren mit 
bestimmten Prazipitationskombinationen (J, Jancarik, S.-H. Kim, J. AppL Cryst 24, 409—411, (1991)) versucht, 
geeignete Proteinkristalle mit z. T. viel Zeitaufwand zu erhalten. 

Die Schwierigkeiten bei der Kristallisation von Proteinen liegen neben der oftmals beobachteten hohen 
Domanenbeweglichkeit vor allem in den kompiexen physikalisch-chemischen Eigenschaften, die durch pH, 
lonenstarke, Temperatur oder Losungsmittelzusatze beeinfluBt werden und so mit zu vielen Mikroheterogenita- 
ten (z.T. auch Denaturierung) fuhren konnen (A. McPherson, S.O.). . 

Trotzdem besitzen identische Proteinpopulationen ein nahezu identisches Ladungsmuster mit einer statisti- 
schen Verteilung auf der Molekuloberflache und sind in der Regel in Ldsung monodispers. Der Effekt der 
AbstoBungskrafte kann durch einen weiteren vorsichtigen Entzug des Losungsmittels aus konzentrierten (uber- 
sattigten) Proteinlosungen scheinbar ausgeglichen werden. Dafur bieten sich verschiedene Mcthoden wie Mi- 
krodialyse oder "isopiestische Destination" (hangender oder atzender Tropfen) an. Diese T>ehydratationsvor- 
gange w mussen mit einer notwendigen Sorgfalt und moglichst geringer Geschwindigkeit erfolgen, urn den 
Proteinmotekulen die notwendige Zeit zum optimalen Aneinanderlagern mit der Ausbfldung einer gemeinsamen 
Hydrathulle zu ermoglichen. Trotz erhohter Losungsmittelviskositat, die durch hinzugefugte Additiva (lyotrope 
Salze, Polyethylenglykol usw.) erreicht wird, ist auch die diffusionsbedingte Beweglichkeit monomerer Makro- 
molekule noch vernal tnismaBig hoch. Sie nimmt erst bei der Assoziatbildung allmahlich ab, so daB ein "Andok- 
ken" monomerer Spezies an groBere bereits existierende Makromolekulverbande erleichtert wird 

Die geschilderten Vorgange mit den angedeuteten Schwierigkeiten lassen sich durch ein energetisches Prinzip 
AGkhsuii < AGL&sung beschreiben (R Boistelle, J. P. Astier, J. Crystal Growth 90, 14-30 (1988). Dem Obergang 
von der flussigen in die feste Phase ist wie bei vielen Reaktionsablaufen eine Aktivierungsenergie vorgelagert 
Sie wird wesentlich durch die AbstoBungskrafte zwischen den ProteinmolekQlen bestimmt Mit zunehmender 
AssoziatgroBe nehmen die Anziehungskraf te volumenbedingt gegenuber den AbstoBungskraften zu, so daB die 
weitere Assoziation zur Keimbildung mit weniger ungunstigerer Energie und schlieBlich unter Energiefreiset- 
zung ablauft Diese Erkenntnisse stellen das Grundprinzip der Kristallisation dar. Nach dem Erscheinen stabiler 
Assoziate (Proteinkeime) kann in absehbarer Zeit in einer "spontanen* Reaktion die Bildung von Kristallen 
nachgewiesen werden. , „ . _ 

Die optimalen Bedingungen bezuglich der- Proteinkonzentration, die zur Keimbildung bzw. zum Knstall- 
wachstum fuhren, differieren erheblich (A. Auersch et al J. Crystal Growth 1 10, 201 (1991). Fur die Keimbildung 
sind moglichst hohe Konzentrationen an Makromolekul erwunscht Das KristaDwachstum soil bei erheblich 
geringeren Konzentrationen erfolgen Viele Proteine sind aus verschiedenen Grunden nicht in der Lage, ent- 
sprechende Assoziate (Keime) auszubildea Die Ausbildung von dimeren, trimeren und weiteren Assoziaten 
erfordert zu viel ungunstige freie Energie, die das System nicht aufbringen kann. Deshalb ist in solchen Fallen das 
Gleichgewicht ganz stark in Richtung der monomeren Molekule verschoben. 

Zusammenf assend laBt sich f eststellen, daB es gegenwartig nicht moglich ist, eine breite Palette von Proteinen 
rontgenstrukturanalytischen Untersuchungen zuganglich zu machen, weil diese Proteine aus verschiedenen 
Grunden nicht in der Lage sind, entsprechende Assoziate zu bilden, die ein Kristallwachstum initiieren. 

Der Erfindung lag deshalb die Aufgabe zugrunde, geeignete Kristallisauonsbedingungen fur schwer kristalli- 
sierende Proteine zu schaffen, urn die Induktion von Assoziaten (Kristallkeimen) zu initiieren, Assoziate mit 
niedriger Assoziationszahi zu stabilisieren und die Bildung von Assoziaten fruhzeitig zu erkennen. 

Die Aufgabe konnte uberraschend durch hochtourige Zentrifugation einer hochgesartigten Proteinlosung und 
Analyse der Konzentrationsverteilung des Proteins in der Zentrifugenzelle gelost werden, wobei die Zentrifuga- 
tion abgebrochen wird, wenn Assoziate (Kristallkeime) in bestimmter GroBe und Konzentration vorliegen. 

Diese Ultrazentrifugationsmethode ist gemaB der Erfindung zur Induktion und Fruherkennung von Kristall- 
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keimen in hochgesattigten Proteinlosungen geeignet, indem eine kontinuierliche Erhohung der Proteinkonzen- 
tration bis zur Bildung erster Assoziate erfolgt, die hinsichtlich ihrer Parti alkonzentration analysiert werden, 
woraus die Gleichgewichtskonstanten abgeieitet werden, die freie Energie der Assoziationsvorgange berechnet 
und die Zentrifugation abgebrochen wird, sobald die Anlagerung von Monomeren an ein vorhandenes Assoziat 
Energie freisetzt Dieser Zustand ist notwendig, damit aus den Keimen Kxistalle in einer spontanen Reaktion 5 
wachsen. Nach dem Erscheinen stabiler Assoziate wird in absehbarer Zeit (1—2 Tage) die Bildung von Kristallen 
nachgewiesen. 

GemaB der Erflndung werden gegebenenfalls Substanzen mit scbwachen Tinker"- Eigenschaften zugesetzt, 
die uberraschend die Bildung von Proteinassoziaten unterstutzend initiieren oder Assoziate mit niedrigen 
Assoziationszahlen stabiiisieren. io 

Substanzen mit schwacben Xinker*-Eigenschaften sind dadurch charakterisiert, daB sie eine kovalente und 
mindestens eine Wasserstoffbrucke zu unterschiediichen Proteinmolekulen ausbilden konnen. 

Bevorzugt handelt es sich urn Pyridoxalphosphat oder entsprecbende Verbindungen. 

Das Verfahren ist anwendbar fur Proteine, die auf Grand ihrer erhohten Flexibilitat oder besonders hohen 
Doraanenbeweglichkeit, — wie Fibrinolytika mit 'Xringelstnikturen" — nicht zur Ausbildung von Assoziats- is 
trukturen in der Lage sind, insbesondere fur Plasminogen, Plasininogen-Aktivatoren, Streptokinase, und Staphy- 
lokinase. 

AuBerdem kann es auch fur Membranproteine, die im delipidisierten Zustand aggregieren, ansonsten aber 
"reaknonstrage" Oberflachen besitzen, die in der Regel aber nicht zur Ausbildung einer geordneten Assoziats- 
truktur befahigt sind — wie Cytochrom P450 — angewendet werden. Cytochrom P450 katalysiert mannigfaltige 20 
Qxygenasereaktionen und wird insbesondere zur Steroidhydroxylierung eingesetzt oder ist an der Synthese des 
Aldosterons (Bluthochdruck) beteiligt 

Es werden eifindungsgemaB die Partialkonzentrationen der einzelnen MoIekQlspezies (Monomere und Asso- 
ziate) von hochkonzentrierten Proteinlosungen in Abhangigkeit von der Ausgangskonzentration, der gewahlten 
Drehzahl und der Zeit analysiert 25 

Diese Daten erlauben Ruckschlusse fiber die GrdBe der Kristallkeime und ihre Stabilitat. 

Damit hat das Verfahren den groBen Vorteil, schwer kristallisierbare Proteine in Losungen zur Assoziatbil- 
dung anzuregen, diese fruhzeitig zu erkennen und Assoziate mit niedriger Assoziationszahl zu stabiiisieren- 

AnschlieBend wird die Erfindung an einem Ausfuhrungsbeispiel naher erlautert, die die Erfindung jedoch nicht 
beschrankensolL 30 

Material und Methoden 

Die Proteine Lysozym und Papain wurden von Boehringer, Mannheim, bzw. Merck, Darmstadt, erhalten. 

Die Zentrifugationsexperimente wurden mit der analytischen Ultrazentrifuge Spinco E (Beckman) unter 35 
VerwendimgemerSchUerenoptikdurchgefuhrt. 

Die Sedimentationskoeffizienten des monomeren Proteins wurden zunachst aus der zeitabhingigen Wande- 
rung der Grenzschicht in Abhangigkeit von ier Zeit bestimmt. 

mit r als Radial position (entspricht gewohnlich dem 50% Wert der Grenzschicht) zur Zeit t und r m als Menisku- 45 
sposition (Zeit to) und w der Winkelgeschwindigkeit Bei Verwendung des Schlierenoptischen Systems erhalt 

man fur die radiale Konzentrations-Verteilung eine GauBkurve mit den Ordinaten -y(dc/dr), wobei die Flache 

unter der Kurve proportional zur Anfangskonzentration ist 

Fur eine monodisperse Ldsung, die nur eine Species wahrend der zeit-abhangigen Bewegung des Peaks 50 
enthalt (50% Fraktion) bestimmt man den Sedimentationskoeffizienten gemaB Fonnel (1). Wenn die Ldsung 
neben den Monomeren auch noch Oligomere wie Dimere, Trimere, Tetramere ecL enthalt, wird die GauBkurve 
mehr asymmetrisch wegen der etwas schnelleren Bewegung der assoziierten Spezies. Ihre Sedimentationskoef- 
ficienten s n konnen mit den entsprechenden Parametern Si der Monomeren nach CD. Cox, Arch. Biochem. 
Biophys. 129 (1969) 106—123 wie f olgt abgeschatzt werden. 55 

sn = s l -n 2/3 (2) 

Die radialen Positionen der einzelnen Fraktionen als Teil der Gesamtkonzentration zur Zeit t konnen nach 
Gleichung (3) berechnet werden. 60 



tf-V***^ (3) 

Die zuruckgelegten Strecken in Gegenwart hoher Salzkonzentrationen reduzieren sich bedingt durch den 
EinfluB der Viskositat (n) und Dichte (Q des Losungsmittels (Gleichung (4)) urn den Faktor f. 
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■nit n = 2, 3, 4 ... fur die Dimerisation^uon Ration ein« 

Trimeren (K3I und von einem weiteren Monomeren zum Tetramer (K4) etc a en wawo 

dSe^En£gie(AG)f^ 



AG n = RTlnKn (6) 



geben bei weiterer Aniagerung von Monomeren Energie an. 
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G*reinigtesH«hn^^^^^ 

5% NaCl oder in 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7 A mit 1 M ^^^^^,^1^40 000 rpm bei Raumtem- 
Futration von Aggregaten befreit wnrde, voirden ni emer ^PP^°^ll^ n l^^ T Z Tenzs( ^bt eine 

hergeleitet ^^1934 * wurden als dc/dr oder ordinatenwerte von der experimen- 

DiePartialkonzentrationen Co/Co (n = 1, 2, j, 4 . . .) wutqwi ao uu w J~ „ a m d : e Assoziationszahl n 

OrtSBe. Dte* W«m w«rd» Or dre "f-'Sta^ *SST^£lSSi dST GMdW° (5) «d (6) 
Abschittimg der freren Energie AG KT BK. ™~IiI*WmidmAiKidMio«ai*ri««d«n»pi«ilie» 

^rUfc.Ste*L>kttg&e^^^ 

Legende zu Abb. 1 

S3r535g5S53sS£ESS2 

auf den Vergleich zur Dimerisierungsreaktion. 

Patentanspruche 

1. Verfahrea zor KrisaOUatfoa vo» Proreinen. dadurch getajmriehntt drf ««« 

und Konzentration yorliegen. ■ . FrQherkennun e von Kristallkeimen in Proteinlosungen 

Bildung erster Assoziate, die hinsichthch ^f o P ^^°^e der^wzia^donsvorgange berechnet und die 
Energie freisetzt (spontane Reaktion). 
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3. Verfahren nacb Anspruch 1+2 zur StabOisierung von Kristallkeimen, dadurch gekennzeichnet, da6 
Substanzen, die schwache Xinker"-Eigenschaften aufweisen, zugesetzt werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet daB Pyridoxalphosphat zugesetzt wird 

5. Verfahren nach Anspruch 1 —4, dadurch gekennzeichnet, dafl es fur Fibrinolytika angewendet wird 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB es fur Plasminogen, Plasminogen-Aktivatoren, 5 
Streptokinase, Staphylokinase angewendet wird 

7. Verfahren nach Anspruch 1—4, dadurch gekennzeichnet, daB es fur Membranproteine angewendet wird 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB es fur Cytochrom P450 angewendet wird 

Hierzul Seite(n) Zeichnungen io 
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